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ANEXO 1. Sitio de restricción de la enzima Hpal en secuencias de Ruminococcus flanqueadas por un cebador de específico Ruminococcus 
f/avefaciens (Rf) y un cebador universal (U s). Los sectores que no presentan homologra están indicados en amarillo y los que si la presentan en gris 
Secuencias Ruminococcus albus 
...• I .... I .... I .. .. I .... I .... I .... I .... I ... . I .... I ...• I .... I .... I .... I .. .. I .... I 
885 895 90 5 915 92 5 935 945 95 5 
Ra AFI04833 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra AFl0439 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA AAGCGCTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra AE'104845 
Ra AFl04843 
Ra AF0798 47 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra AF030452 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra AF030451 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra X85098 TGGGTTAAGT CCCGCAA GA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Ra L7 6598 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT TACTGTTAGT TGCTACGCAA GAGCACTCTA GCAGGACTGC CGTTGACAAA 
Primer Us 
HPAl 
Primer Rf - ------CTA AAGGGACTGC CGTT- - ---­
Primer Ra 
Secuencias Ruminococcus flavefaciens 
Rf AFI048 47 - -- - - - -­ -­ - -----­ - - ­ -­ -­---­ -­ -­ - ---­--­ -­ - - - - - -­ - ------­ --­ - - ---­ - --­ --­ - - -----
Rf AF 04844 
---­ - - - --­ --­--- -­ - ­ --­--­ -­ - ­ ----­ - ---­ -­ - - -----­ - - --­ - - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AFI 04842 
Rf AFl 04841 --­ -­----­ ---­ - - --­ - ---­ -­ - -­ - ----- -­ --­ - ---­ - ---­ - -­ - --­CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AFl0484 0 
Rf AF I04 838 
Rf AFI0 483 7 ---------­ ----­ ---­ - -­ - - - - - - - ­ - ---- - - ­ -­ --------­ - - ­ --­ - - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AFl04 836 
Rf AF 04 835 -­ -­ -­ ---­ --­ -­--­ - ­ ----­ - ---­ ------­-­ - ---- ­ - -­ - ­ --­ - ---CTA AAGGGACTGC CGTT GACAAA 
Rf AE'10483 4 -­-­ -­ -­ -­ - - -­ - - ---­ -­ - .- -­ - --­ - - - -­-­--­ -----­ - - - ­ ---­ -­ - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AF03 0450 --­ - ---­ -­ - -­ - -­--­ - -­ -­ - - - -­ - - - ---­ - -­ - ---- --- --­ -----­ - CTA pAGGGACTGC CGTT GACAAA 
Rf AF03 0 44 8 ---­ - -­- -­ - - - -­ - - - -­ - - - -­ --- -­ --­ - - - - --­ -----­ - ­ - - ­---­ - - CTA A)l..GGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AF0304 47 ----­ - - - - ­ -----­ - -­ - - - -­ -­ --­ - --- ------­ - --- --­ - -­ -­ --­ - - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AF0304 46 -­ - ---­ - -­ - - --­ - - - - ­ --­ - ----­- --­ - -­ - --­ -­ - - -­-­ - ­ -­ - - - -­CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf X83 430 -­-­ --­ --­ ----­ --­ - ­ --­ - - --- -­ - - ­ - - -­ - -­ --- - -­ - ­ - - - - - --­ - CTA AAGGGACTGC CGTT GA AAA 
Rf XB509 7 -------­ - ­ --------­ - - - --­ - ---­ ---------­ -----­ - - - ­ ---­ ---CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf L76603 -----­ -­ -­ -­ - ---­ - -­ - - - - -­ - - - ­ - - - - ----- ­ - -­ - - ----­ -­ -­-­ - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAMA 
Rf AF0304 49 - -­ - - ----­ - - -­ - ---­ - -­ - -­ - ---­ -­ - - - - ---­ -­ - - - - - --­ ----­--CTA ATGGGACTGC CGTTGACAAA 
Rf AY349157 -­ - ------­ ---------­ ---------­ ------­ - - ­ -­ - ------­ ---­ - - - CTA AAGGGACTGC CGTTGACAAA 
Prime r Us 
HPAl 
Primer Rf ----­ - ---­ -­ - -­ - - - -­ - -­ - -­ -­-­ - -­ - ­ -­ --­ --­ - - --- -­ - -----­CTA AAGGGACTGC CGTT----­ -
Secuencias Ruminococcus albus 
.... I .... I .... I .... I .... I • ... I .... I .... I .... I .... I .. • . I .... I .... I .... I ... . I . ... I 
965 975 985 99 5 1005 1015 1025 1035 
Ra AFI0483 3 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTTAACA 
Ra AF1 04839 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTTAACA 
Ra AFI0 48 45 
Ra AF10 4843 
Ra AF07984 7 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTTAACA 
Ra AF030452 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTTAACA 
Ra AF030451 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAAT G GCT GTTAACA 
f Ra X85098 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCAT GC CCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTTAACA 
f Ra L7 6598 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCTGTT~.CA 
Pr i mer Us 
HPAl --- - -- ---- - --------- -- - --- ---- -- - ---- - - - ---- - - - --- ----- - -- -- ---------- -- -GTTAAC-
Pr imer Rf 
Primer Ra 
Secuencias Rumínococcus flavefaciens 
Rf AFI0484 7 ---- - - ---- -- - --- ---- --------- - ---- --.-- -- ---- ---- - - ------ ---- ---- ------ ----------
Rf AF 048 44 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf AFI04842 - -- ------- ----- - ---- -------- - - - ---- - - -- - - --- ------ ----- - ---- ------- -- - --- -- - ----
Rf AFl048 41 ACGGAAGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf }\F1048 40 
Rf AFl0 4838 
Rf AFI04837 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CCTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATCAACA 
Rf .Z\.Fl04836 
Rf AF 04835 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATCAACA 
Rf AFl04834 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATCAACA 
Rf AF030450 ACGGAGGAA.G GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf AF030448 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf AF030447 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATC}I. TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf AF0304 46 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATCAACA 
Rf X8 3 4 30 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAA}\,TCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GC AATTAACA 
N Rf X85097 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GC AATTAACA 
N Rf 76603 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCA~TCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Rf AF0304 49 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCCGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATCAACA 
Rf AY349157 ACGGAGGAAG GTGGGGATGA CGTCAAATCA TCATGCCCCT TATGACCTGG GCTACACACG TACTACAATG GCAATTAACA 
Primer Us 
HPA1 ---- - -- --. - ------- - -- --- ---- - -- --- - --- --- ------ - - - - -- - --- - --- -- --- - ---- ---GTTAA C-
Primer Rf 
Secuencias Ruminococcus albus 
...• I .... I ..•. I .... I . ... I •... I . ... I •... I .... I .... I .... I . .. . I .... I ... . I .• .. I .. •. I 
1045 1055 1065 1 075 1085 1095 1105 11 15 
Ra AFI0483 3 GAGGGAAGCA AAGCAGTGAT GCAGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
f Ra AFl0439 GAGGGTAGCA AAGTGGTGAC ACGGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
Ra AFI04845 
Ra AFl 0484 3 
Ra AF07984 7 GAGGGAAGCA AAACAGTGAT GTGGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
Ra AF0304 52 GAGGGAAGCA AAACAGTGAT GTGGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
Ra AF030 451 GAGGGAAGCA AAGCAGTGAT GCAGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
f Ra X850 98 GAGGGAAGCA AAACAGTGAT GTGGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
f Ra L76 5 98 GAGGGAAGCA AAACAGTGAT GTGGAGCAAA ACCCTAAAAG CAGTCTTAGT TCGGATTGTA GGCTGCAACC CGCCTACATG 
Primer Us 
HPA1 
Primer Rf 
Prime r Ra 
Secuencias Ruminococcus f1avefaciens 
Rf AF1 0 4847 ---- - - - --- - --- ------ ---------- ---- -- --- - ------ ---- ---------- ---- ---- -- - -- --- - ---
Rf AFI 0 4 844 AAGAGAAGCA AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF104842 -- - - - ----- - - - ------- - -- ---- - -- --- - ------ - --- - ---- - - ----- - --- --- - ------ - - --- -- ---
Rf AF10484 1 AAGAGMGCA AGACGGTGM CGTGGAGCGA ATCTCAAAAA ATTGTCCCAG TTCAGATTGC AGGCTGCAAC TCGCCTGCAT 
Rf AFI04840 -- -- - ----- -- - - --- - - - ---------- - - - - ------ ---- - ----- - ----- ---- - - ----- - -- - ------ --­
Rf AFI04838 -- - ---- - - - - - -- - - - --- -------- - - - - - - - -- - - - ------- - - - ------- -- - - -- - ------ - ------- --
Rf AFI04837 AAGAGCAGCG AGACAGCGAT GTGGAGCGAA TCTCAAGAAA ATTGTCCCAG TTCAGATTGC AGGCTGCAAC TCGCCTGCAT 
Rf AFI04836 
Rf AF1 0 4835 AAGAGCAGCA AGACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AFl0 4834 AAGAGCAGCA AGACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF030450 AAGAGAAGCA AGACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF030448 AAGAGAAGCA AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF030447 AAGAGAAGCA AGACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF030446 AAGAGCAGCG GACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf X83430 AAGAGAAGCA AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
N Rf X85097 AAGAGAAGCA AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
N Rf L766 03 AAGAGAAGCA AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCACCAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Rf AF030 449 AAGAGAAGCA AGACAGTGAT GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCGGATTGCA GGCTGCAACT GCCTGCATG 
Rf AY3 49157 AAGAGAAGCG AGACGGTGAC GTGGAGCGAA TCTCAAAAAA TTGTCCCAGT TCAGATTGCA GGCTGCAACT CGCCTGCATG 
Pr i mer Us 
HPAl 
Pr ime.r Rf 
Secuencias Ruminococcus albus 
. ... I .... I . . .. I .... I .... I .... I .. .• I .• •. I ... • I .... I .... I .... I .... I •... I .... I .... I 
1 12 5 11 3 5 1 14 5 1 155 1165 1 17 5 1185 1 1 95 
Ra AFl0483 3 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACAC CG CCCGT .... . 
Ra AF1 0483 9 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCC GCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 
Ra AFl048 45 
Ra AFl 04843 
Ra AF07984 7 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 
Ra AF 03045 2 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACAC.n.CCG CCCGT .... . 
Ra AF030451 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 
Ra X85098 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 
Ra L7659 AAGTAG~~T TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAAT CGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT ... . . 
Primer Us --­ --­ ---­ -----­---­ - -­-­- - -­ - -­-­ - ----­ -----­--­ - --­ - CCGGAA CATGAGTGGC GGGCA . ... . 
HPA1 
Primer Rf 
Primer Ra 
Secuencias Ruminococcus flavefaciens 
Rf AF104847 -- - - - -- - - - ------- --- - ----- ---- --- - --- -- - ---------- - ---- - - - -- -------- - - --- - -- - -- -

Rf AFl0 4844 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT . ... . 

Rf AFI 0 484 2 - -- ------- - --- --- --- ---------- ------ --- - - ------ - - - -- - - -- - --- - -- - --- - - - ---- ------

Rf AFI 04841 GAAGTCGGAA TTGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGT . ... 

Rf AF1 0 4840 

FU AFl 04838 

Rf AFl04837 GAAGTCGGAA TTGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG GTGAATACGT CNC CGGGCCT TGTACACACC GCCCGT .... 

Rf AFlO 83 6 

Rf AFl0 4835 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGTGGATCAG CATGCCACGG TGAATACGTC CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT ... . . 

Rf AFl04834 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGTGGATCAG ATGCCACGG TGAATACGTC CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf AF030450 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf AF030 4 48 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT C CGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf AF0304 47 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf AF0 3044 6 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf X834 30 AAGT CGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf X85097 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT C CGGGCCTT GTACACACCG CCCGT .... . 

Rf L7 6603 AAGTCGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACG'I'T CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT . ... . 

Rf AF03 0449 AAGT CGGAAT TGCTAGTAAT CGCAGATCAG CATGCTGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGT ... . . 

Rf ]W3491S 7 AAGT CGGAAT TGCTAGTAAT CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GTACAC~.CCG CCCGT .... . 

Pr i mer Us ---------- - - -------- ---------- ---------- -------- - - ----CCGGAA CATGAGTGGC GGGCA . .. . 

HPA1 

Primer Rf 
80 
ANEXO 2. Protocolos utilizados en el aislamiento de DNA de hongos anaerobios del rumen. 
Protocolo 1: Wizard 
1. 	 Tomar 2 o 3 colonias del medio liquido 
2. 	 Resuspender en 500!J1 de agua destilada 
3. 	 Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos 
4. 	 Resuspender las células en 393 !JI de EDTA 50 mM 
5. 	 Centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos 
6. 	 Descartar el sobrenadante 
7. 	 Resuspender el precipitado en 300 !JI de solución de lisis nuclear 
8. 	 Adicionar 100 !JI de soluciona de precipitación de proteínas y llevar a vortex 20 seg. 
9. 	 Poner la muestra en hielo durante 5 minutos 
10. Centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos 
11. 	Recuperar el sobrenadante y pasarlo a un tubo con 300 !JI de isopropanol frío 
12. 	Mezclar por inversión hasta ser visible el DNA (hilo) 
13. 	Centrifugar a 13000 rpm por 4 minutos y descartar el sobrenadante 
14. Adicionar 300 !JI de etanol fria al 70%; mezclar por inversión para lavar el precipitado 
15. 	Centrifugar a 13000 rpm por 3 minutos, aspirar el sobrenadante y secar los tubos por 
inversión sobre papel absorbente 
16. 	Adicionar 50 !JI de solución de rehidratación 
17. 	adicionar 1.5 !JI de RNasa, llevar a vortex por 1 minuto 
18. Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos, colectar el sobrenadante 
19. 	Incubar a 3r C por 15 minutos 
20. 	Rehidratar el DNA con TE 
Protocolo 2: Extracción de ADN genómico de zoosporas 
1. 	 Lavar 2 veces las zoosporas por centrifugación a 13000 rpm durante 5 minutos con 
una solución de detergente Twin 20 (2.5 mi) y un lavado con agua destilada 
desionizada eliminando cada vez el sobrenadante 
2. 	 Resuspender las esporas en 800 !JI de buffer de lisis y llevar a vortex 
3. 	 Incubar al baño maría a 650 C por una hora 
4. 	 Adicionar 800 !JI de fenal: clorofonno: isoamilico (25:24: 1) Y mezclar por inversión 
varias veces 
5. 	 Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos y pasar la fase acuosa a un tubo nuevo 
6. 	 Adicionar 0.1 volúmenes de acetato de amonio 2.5 molar y un volumen de 

isopropanol frío, mezclar por inversión 

7. 	 Mantener a -200 C por 15 minutos 
8. 	 Centrifugar a 5000 rpm por 10 minutos y descartar el sobrenadante 
9. 	 Lavar varias veces el precipitado; una vez con alcohol al 90% y dos veces con etanol 
al 70% 
10. 	Secar el precipitado y resuspender en 100 !JI de TE pH 8 
11. 	Si es necesario adicionar RNasa (5!J1) 
81 
Protocolo 3:Extracción con Grind Buffer 
1. 	 Adicionar 1 00 ~I de Grind buffer y macerar completamente la muestra con nitrógeno 
liquido 
2. 	 Colocar este macerado a un baño maría seco por 40 minutos a 650 C 
3. 	 Adicionar 14 ~I de acetato de potasio 8 M a temperatura ambiente 
4. 	 Llevar luego la muestra a un baño de hielo por 30 minutos 
5. 	 Centrifugar por 10 minutos a 14000 rpm 
6. 	 Pasar el sobrenadante a un vial nuevo y descartar el decantado 
7. 	 Adicionar 200 ~I de etanol frío al 100% 
8. 	 Guardar la muestra a _20 0 C por 24 horas 
9. 	 Centrifugar a 14000 rpm por 20 minutos 
10. Descartar el sobrenadante y lavar el precipitado: con etanol al 70% o 100% 
11 . Secar el precipitado por inversión en papel absorbente 
12. Disolver en 1 00 ~I de agua bidestilada y guardar a -800 C 
Protocolo 4: Extracción de ADN de HAR- Maceración con mortero. 
1. 	 El micelio liofilizado es pulverizado en un mortero, luego se ponen 50mg en un tubo 
de micro centrífuga 
2. 	 El material es suspendido en 500 ~I de TRIS 0.2 M, NaCI 0.25 M, EDTA 0.025 M (pH 
8.5), que contenga 0.5% de SOS 
3. 	 Adicionar 50 ~I de proteasa K (20mg/ml), incubar a 650 C por 30 minutos 
4. 	 Adicionar 500 ~I de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), mezclar bien y centrifugar a 
13000 rpm por 5 minutos 
5. 	 Transferir la fase arriba a un tubo limpio y adicionar 0.7 volúmenes ( 350 ~I) de 
isopropanol a temperatura ambiente, mezclar y dejar 5 minutos en reposo 
6. 	 Centrifugar la muestra por 5 minutos, drenar el tubo y disolver el precipitado en 200 
~I de TE estéril (10 mM TRIS, 1 mM EDTA pH 8) 
7. 	 Adicionar 200 ~I de 2 metoxietanol frío ( etilenglicol monometil eter), mezclar bien y 
centrifugar por 2 minutos, repetir este lavado. 
8. 	 El ADN en la parte de arriba se transfiere a un tubo limpio(500 ~I), evitando tomar el 
material de la interfase 
9. 	 Adicionar un volumen igual de agua y centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos 
10. 	Adicionar 330 ~I al 30% de polietilen glicol 6000 en 1.5 M de NaCI, mezclar bien y 
dejar en hielo 15 minutos 
11. 	Centrifugar el tubo por 5 minutos a 13000 rpm y remover el sobrenadante. 
Centrifugar de nuevo brevemente para asegurar que todas las soluciones viscosas 
estén en el fondo del tubo y removerlo. 
12. 	Disolver el precipitado en 200~1 de TE (tibio preferiblemente), luego adicionar 200~1 
de acetato de amonio 5 M Y 100~1 de etanol al 90% a temperatura ambiente, luego 
de 10 minutos, centrifugue el tubo por 10 minutos y vuelva a centrifugar, drene y 
enjuague el precipitado con etanol al 70%, secar el tubo por inversión 
13. 	Disolver el precipitado en un volumen de 50 ~I de TE 
14. 	Con 5 ~I de esta solución es suficiente para chequear el tamaño del ADN y 
recuperarlo de un gel de agarosa. 
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Protocolo 5: Extracción ADN HAR - Maceración con micro pistilo y 
taladro. 
1. 	 Tomar 15-18 mg de HAR liofilizado, macerar la muestra con la ayuda de un micro 
pistilo y un taladro durante 5 mino 
2. 	 Adicionar nitrógeno y continuar taladrando. 
3. 	 Adicionas 300 ¡.JI de buffer y taladrar 5 min más. 
4. 	 Adicionar 15 ¡.JI de de 13 mercapto etanol, taladrar y agregar 200 ¡.JI de cloroformo 
isoamilico homogenizando manualmente. 
5. 	 Centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm a 8°C 
6. 	 Pasar el sobrenadante a un vial nuevo y adicionar 5 ¡.JI de RNasa y mezclar por 
inversión. 
7. 	 Agregar 15 ¡.JI de proteinasa K que tiene una concentración de 25mg Iml mezclar 
nuevamente y llevar a baño maría a 3rC por 45 minutos 
8. 	 Adicionar 200 ¡.JI de cloroformo isoamilico y centrifugar a 12500 rpm durante 5 
minutos 
9. 	 Transferir la fase superior a un tubo nuevo que contenga 400 ¡.JI isopropanol frió e 
invertir suavemente, almacenar a -20°C por 45 minutos 
10. 	Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos 
11. 	eliminar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente durante 45 
minutos 
12. 	Resuspender el precipitado en un volumen de 20 ¡.JI de TE 
Variaciones al protocolo 5: 
1. 	 Eliminar el paso 2. 
2. 	 Aumentar el tiempo de centrifugación a 15 minutos en el paso 5 y el tiempo 
de incubación a -20°C a 24 horas en el paso 9. 
3. 	 Aumentar el buffer de lisis a 400 ¡.JI Y no agregar alcohol isoam ílico en el 
paso 4. 
Protocolo 6: Extracción de ADN HAR con arenilla de cuarzo a partir de 
biomasa liofilizada 
1. 	 Tomar 15-18 mg de HAR liofilizado con arenilla de cuarzo, macerar la muestra con la 
ayuda de un micro pistilo y un taladro durante 5 mino 
2. 	 Adicionar nitrógeno y continuar taladrando. 
3. 	 Adicionas 300 ¡.JI de buffer y taladrar 5 mino Más. 
4. 	 Adicionar 15 ¡.JI de de 13 mercapto etanol, taladrar y agregar 200 ¡.JI de cloroformo 
isoamilico homogenizando manualmente. 
5. 	 Centrifugar por 10 minutos a 12000 rpm a 8°C 
6. 	 Pasar el sobrenadante a un vial nuevo y adicionar 5 ¡.JI de RNasa y mezclar por 
inversión. 
7. 	 Agregar 15 ¡.JI de proteinasa K que tiene una concentración de 25mg Iml mezclar 
nuevamente y llevar a baño maría a 3rC por 45 minutos 
8. 	 Adicionar 200 ¡.JI de cloroformo isoamilico y centrifugar a 12500 rpm durante 5 
minutos 
9. 	 Transferir la fase superior a un tubo nuevo que contenga 400 ¡.JI isopropanol frió e 
invertir suavemente, almacenar a -20°C por 45 minutos 
10. Centrifugar a 14000 rpm durante 5 minutos 
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11. 	eliminar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente durante 45 
minutos 
12. 	Resuspender el precipitado en un volumen de 20 ~I de TE 
Protocolo 7: Extracción de ADN de HAR con pectinasa 
1. 	 Se toma la cepa y se le extrae la mayor cantidad de humedad que se pueda 
2. 	 Adiciona arenilla de cuarzo en una proporción de 2: 1 y taladro durante tres minutos 
3. 	 Luego agrego 200 ~I de buffer y continuo taladrando 
4. 	 Agrego 50 ~I de pectinasa 
5. 	 Llevo al baño maria durante 1 hora a 65°C, invirtiendo continuamente las muestras 
6. 	 Adicionar 500 ~I de cloroformo isoamilico y centrifugar a 12500 rpm durante 5 
minutos 
7. 	 Transferir la fase superior a un tubo nuevo que contenga 400 ~I de cloroformo 
isoamilico e invertir suavemente, almacenar a -20°C por 45 minutos 
8. 	 y centrifugar a 12500 rpm durante 5 minutos a 8 oC 
9. 	 Transferir la fase superior a un tubo nuevo que contenga 400 ~I de isopropanol frío e 
invertir suavemente, almacenar a -20°C por 45 minutos 
10. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 8 oC 
11 . Descartar el sobrenadante invirtiendo el tubo y dejar secar el precipitado 
12. Resuspender el precipitado en un volumen de 50 ~I de TE 
Protocolo 8: Extracción de ADN HAR con arenilla de cuarzo a partir de 
biomasa fresca. 
1. 	 Se toma la cepa y se le extrae la mayor cantidad de humedad que se pueda 
2. 	 Se macera la cepa con 2 mI. de buffer y un poco de arenilla de cuarzo en un 
mortero 
3. 	 Agrego 1500 ~I de cloroformo 
4. 	 Transfiero la mezcla a un tubo y agrego 20 ~I de ~ mercapto etanol, llevo al vortex 
5. 	 Centrifugar a 12000 rpm durante 15 minutos a 24 oC 
6. 	 Se hacen dos lavados mas con cloroformo isoamilico 
7. 	 Tomo el sobrenadante y agrego 500 ~I de isopropanol frío, homogenizo y llevo al 
congelador durante dos horas 
8. 	 Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos 
9. 	 Descarto el sobrenadante, invierto el tubo y se deja secar el precipitado 
10. Resuspender el precipitado en un volumen de 50 ~I de agua destilada ultra pura 
Protocolo 9: Extracción de ADN de HAR a partir de biomasa liofilizada y 
maceración con micro pistilo y taladro. 
Tomar 15-18 mg de HAR liofilizado, agregar nitrógeno liquido y macerar la muestra con la 
ayuda de un micro pistilo y un taladro 
1. 	 Agregar 1 00 ~I de buffer tibio y taladrar de nuevo 
2. 	 Adicionar 5 ~I de de ~ mercapto etanol, taladrar y agregar 1 00 ~I de cloroformo 
isoamilico homogenizando manualmente. 
3. 	 Centrifugar por 5 minutos a 12000 rpm a 8°C 
4. 	 Pasar el sobrenadante a un vial nuevo y adicionar 20 ~I de RNasa del kit de Wizard 
y mezclar por inversión 
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5. 	 Agregar 20 !JI de proteinasa K que tiene una concentración de 25mg Iml mezclar 
nuevamente y llevar a baño maría a 3rC por 45 minutos 
6. 	 Adicionar 100 !JI de cloroformo isoamilico y centrifugar a 12500 rpm durante 5 
minutos 
7. 	 Transferir la fase superior a un tubo nuevo que contenga 400 !JI isopropanol frió e 
invertir suavemente, almacenar a -20°C por 30 minutos 
8. 	 Centrifugar a 14000 rpm durante 13 minutos 
9. 	 eliminar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente durante 45 
minutos 
10. Disolver el precipitado en un volumen de 20 !JI de TE o agua destilada estéril 
11. 	Almacenar el ADN entre 2-8°C 
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ANEXO 3. Evaluación de la especificidad de cebadores diseñados para 
hongos ruminales del género Orpinomyces 
Forward TGT GAT TTT AAT AAT CAT CCT ACC C 
BLASTN 2.2.13 [Nov-27-2005] 
Reference : 
Altschul, Stephen F. , Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, 
Jinghu i Zhang , Zheng Zhang , Webb Miller, and David J . Lipman 
(1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of 
protein database search programs", Nucleic Acids Res. 25:3389- 34 02. 
RID: 1138118114-3598-102354101989.BLASTQ4 
Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (bu t no EST, STS, 
GSS,environmental samples o r phase O, 1 or 2 HTGS sequences) 
3,731,468 sequences; 16,487,856,112 total letters 
Score E 
Sequences producing signifi cant alignrnents: (Bits) Value 
Orpinornyce s sp . KF3 lBS ribosornal 
Orpinornyces sp. KF2 lBS ribosornal 
Orpinornyces sp. KFl lBS ribosorna l 
Orpinornyces sp. JB-1999 iso .. . 
Orpinornyces sp. JB-1 999 iso .. . 
Orpinornyces sp. JB-1999 i so .. . 
Anaerornyces sp. K2 lBS ribosomal R . . . 
Neocallirnastix frontalis strain SR . . . 
Caecornyces cornrnunis lBS ribosornal .. . 
piromyces sp. JB-1999 isola .. . 
Neoca11irnastix frontalis is .. . 
Neocallirnastix s p . JB-1999 
Neocallirnastix sp. JB-1999 . . . 
Neocallirnastix sp. JB-1999 .. . 
Neocallirnastix frontalis is .. . 
Neocallirnastix frontalis is .. . 
Neocallirnastix sp. JB-1999 . . . 
Neo callirnastix hurleyensis '" 
Neocallirnastix frontalis is .. . 
Neocallirnastix frontalis isolate S .. . 
Pirornyces sp. JB-1999 isola .. . 
Neocal1irnastix patriciarum .. . 
Anaerornyces sp . K9 lBS ribosornal R.. . 
Anaerornyces sp. KS 18S ribosornal R.. . 
Anaerornyces sp. JF1 18S ribosorna1 . . . 
sp. BF1 18S ribosorna 1 .. . 
S.pombe chrornosorne I cosrnid e 
972 .. . 
Anaerornyces sp. JB-1999 i so . . . 
Anaerornyces sp. JB-1999 iso .. . 
5 . l 
SU.l 
1]1'.1 
~l' - 1 
5u . 1 
5 fl .1 
;;:;-:] 
3 . ? 
8 . • ' 
3t!. _ 
~8 . 2· 
jb~ 
3' _~ 
38 . .' 
_~ t! . ;2 
'8 . ~ 
.'lp._ 
38 .. 
..n' . 2 
38-:-: 
38.':­
8 . 2 
6._ 
'6 . _ 
le, . • 
,l . . 
,,4. 
• ¡ . L 
~L 
J .• . _ 
.

, . ­
J .. . . 
4 . 
8e-OS 
8e-OS 
Be-OS 
8e -OS 
8e-OS 
Be-OS 
8e-OS 
0.32 
0.32 
0.3 2 
0.32 
0.32 
0 .32 
0.32 
0 . 32 
0.32 
0.32 
0.32 
0.3 2 
0 .3 2 
0.3 2 
0. 32 
1.3 
1.3 
1.3 
S. O 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
5.0 
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Cebador Reverso: 5'- AGA TCC ATT GTC AAA AGT TG 
Sequences producing significant alignments: 
Orpinomyces 
Orpinomyces 
Anaeromyces 
Anaeromyces 
Anaeromyces 
Anaeromyces 
sp. KF3 18S ribosomal . .. 
sp. KE"l 18S ribosomal . .. 
sp. K9 18S ribosomal R... 
sp. K5 18S ribosomal R... 
sp. JE"l 18S ribosomal .. . 
sp. BFl 18S ribosomal .. . 
Piromyces sp. PrI 18S ribosomal RN .. . 
Neocallimastix frontalis strain SR .. . 
Orpinomyces sp. OUSl partial 18S .. . 
Caecomyces communis 18S ribosomal .,. 
Piromyces polycephalus 18S ribosom .. . 
Anaeromyces sp. W-98 18S ribosomal .. . 
Neocallimastix sp. W-l l8 S ribosom .. . 
Neocallimastix sp. GE13 internal t .. . 
Entomophthora muscae 
Piromyces sp. 
Piromyces sp. 
Piromyces sp. 
Piromyces sp. 
Piromyces sp. 
Neoca llimast ix 
Neo ca llimastix 
Neocallimastix 
Neocallimastix 
Neocallimastix 
isolate AFTOL .. . 
isolate AFTOL ... 
JB-1999 isola ... 
JB-1999 isola ... 
JB-1999 isola ... 
JB-1999 isola ... 
JB-1999 isola ... 
frontali s is ... 
sp. JB-1999 
sp. JB-1999 .. . 
sp. JB-1999 .. . 
frontalis is .. . 
Neocallimastix patriciarurn .. . 
Neocallimastix 
Neocallimastix 
Neocallimastix 
Orpinornyces sp. 
Orpinomyces sp. 
Orpinomyces sp. 
Anaerornyces sp. 
frontalis i s .. . 
sp. JB-1999 .. . 
frontalis is .. . 
JB-1999 iso .. . 
JB-1999 iso .. . 
JB-1999 iso .. . 
JB-1999 iso .. . 
JB-1999 
Score E 
(Bits) Value 
1 1. 1 0.027 
., n . 1 0.027 
~ 1. 1 0.027 
·111.1 0.0 27 
, - . 0.027 
4 .1 0.027 
H' . l 0.0 27 
.! .1 0.027 
-1 l . 1 0.027 
41.1 . ':' 0.027 
-HJ.l 0.027 
4 . 1 0.027 
4 (1 . 1 0.027 
-11 _1 0.027 
1'-' . 1 0.027 
41 . 1 0.027 
". t) . 0.027 
1 . 1 0.027 
10-:1 0.027 
II . 1. 0.0 27 
~C . l 0.027 
-; ~ 0.027 
·10 . 1 0.027 
4, . 1 0.027 
1 . 1 0.027 
I e, _1. 0.027 
1 ' . 1 0.027 
·1 .1 0.027 
.¡ . 1 0.027 
.¡ I . 1 0.027 
t . 1 0.027 
,] r. 1 0.027 
~ J. ~ 0.027 
4; . 1 0.027 
_ 1 
·1 0.027 
4 . 1 0.0 27 
.j 0.11 
~í 0 .42a 
j t . _ 1.7 
14:-=- 1.7 
34 . • 1. 7 
~4 . .. 1. 7 
3·1 . • 1.7 
J~ • ~ 1. 7 
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ANEXO 4. Evaluación de la secuencia diagnóstica para hongos 
ruminales del género Neocallimastix (Brookman, 2000) 
BLASTN 2 . 2.9 [May-01-2004] 

Referenc e: A1tsc hu1, Stephen f., Thomas L. Madden, Ale jandro A. Schaf fer, 

Jinghu i Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and Dav id J. Lipman (1997), 

"Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search 

programs", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402. 

RID: 1086016108-27616-35234871714.BLASTQ3 

Query= 

(17 1etters) 
Database : A1l GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS , 
GSS,environmenta1 sampl es or phase O, 1 o r 2 HTGS sequences) 
2,201 , 381 sequences; 10,665,298 ,906 total 1etters 
Score E 
Sequenc es produc ing signifi can t a1ignments: (bits) Va1ue 
gi 38017 364 1gb1AY4 29 668.11 Anaeromy c es sp. K2 18S ribosoma1 RNA 34 1.1 
gi 380173601gb1AY429664.11 Neoca11imastix fronta1is strain SR4 l .. . 34 1.1 
gi 72689791emb1AL161494 .2 1ATCHRIV6 Arabidopsis tha1iana DNA chro .. . 34 1.1 
gi 213142811gb1AF492020.11 Caecomyces communis 18S ribosoma1 RNA . . . 34 1.1 
gi 181755571gb1AY070440.11 Neoca11imastix fronta1i s iso1ate SK l .. . 34 1.1 
gi 65726901gb1AF170202.11AF170202 Neoca11imastix fronta1is iso1a .. . 34 1.1 
gi 657 26891gb1AF170201.11AF170201 Neoca11imastix sp. JB- 1 999 iso .. . 34 1.1 
gi 65726881gb1AF170200.11AF170200 Neocallimastix sp. JB-1999 iso .. . 34 1.1 
gi 65726871gb1AF170199.11AF170199 Neo c allimastix sp . JB-1999 iso .. . 34 1.1 
gi 65726861gb1AF170198.11AF170198 Neoca11imastix fronta1is iso1a .. . 34 1.1 
gi 65726851gb1AF170197.11AF170197 Neoca1lima s tix patriciarum 18 S . . . 34 1.1 
gi 65726841gb1AF170196.11AF170196 Neocal 1imastix fronta1is isola .. . 34 1.1 
gi 65726831gb1AF170195 . 11AF1701 95 Neo c a11imastix s p. JB-1999 iso .. . 34 1.1 
gi 65726821gb1AF170194 . 11AF170194 Neoca11imastix frontalis iso1a . . . 34 1.1 
gi 65726801gb1AF170192.11AF17019 2 Neocal1imastix frontalis iso1a .. . 34 1.1 
gi 31932821gb1AF069298.11T14P8 Arabidopsis tha1iana BAC T14P8 34 1.1 
gi 42 5 662471reflNM 116468 .3 1 Arabidopsis thaliana exocyst comple .. . 34 1.1 
gi 375911541dbj1AP005110. 2 1 Oryza sativa (japonica c ultivar-grou .. . 32 4.3 
gi 283966301emb1AL626804.101 Zebrafish DNA sequence f rom clone R.. . 32 4.3 
ALIGNMENTS 
>giI38017364I gb IAY429 668. 11 Anaeromyces sp. K2 18S ribosoma1 RNA gene and interna1 
transcribed space r 1, pa r tia1 sequence 
Leng th ~ 249 
Score = 34.2 bits (17), Expect 1.1 
Identitie s ~ 17/17 (100~) 
Strand ~ Plus / Plus 
Query: 1 ctcgattgagag tgatt 17 
11111 11111 11111 11 
Sbjct: 22 ctcgattgagagtgatt 38 
>giI38017360IgbIAY429664.11 Neocallimastix frontalis s train SR4 18S ribosoma l RNA 
gene, 
partial sequence ; internal transcribed spacer 1, 5.8S 
ribosoma l RNA gene, and internal transc ribed spac er 2, 
complete sequenc e; and 28S ribosoma l RNA gene, pa r tial 
sequence 
Length ~ 679 
